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Einleitung

Schallsignale, die die Cochlea nach Passage détt@ten des dulReren Ohres und des Mittelohreshene|
werden hier von den inneren Haarzellen mit hohilicteer Prézision in neuronale Informationen umgedelt.
Eine Schlusselstelle stellen hierbei die affere@gnapsen der inneren Haarzellen (IHC) dar, didezu
Bandersynapsen (enflibbon synapsg¢zéhlen (Nouvian et al., 2006). Eine innere HdseZéertragt Signale
in Form des Neurotransmitters Glutamat an afferEatern mehrerer Spiralganglienneurone. Die
Ubertragungseigenschaften dieser Verbindung bestimutabei die Verarbeitung der akustischen Inforonati
(Fuchs, 2005).

Es war eine bislang weitgehend offene Frage, vaditiertragungseigenschaften der afferenten Syrféapse
eine optimale Schallwahrnehmung justiert werdeabédd zeigten erste Arbeiten, dass neben der toantop
Organisation der Cochlea offenbar Unterschiedeeimimhervationsdichte in verschiedenen Bereichea Biolle
spielen (Liberman et al., 1990; Slepecky et alg@®0Daruber hinaus zeigen afferente Fasern aesrein
definierten tonotopen Bereich eine groRe Variddiiiih ihrer Spontanentladungsfrequenz und Empfhékit
fur Schallsignale (Taberner and Liberman, 2005).

Wir zeigen in dieser Arbeit mit Hilfe von optischasnfokaler, 4Pi und STED, sowie Elektronen-
Mikroskopie dass die Innervationsdichte innereatdallen eng mit deren Empfindlichkeit im Audiogram
korreliert. Dagegen erscheint die Morphologie dezelnen Synapsen und deren funktioneller Aufbatike
invariant.

Material und Methoden

In dieser Studie wurden gerade durch die Kombinatioer Reihe von modernen Mikroskopie-Techniken
neue Einblicke in die Funktion innerer Haarzellemvgnnen. Einige der hier vorgestellten Methoded gumm
ersten Mal in der Cochlea zur Anwendung gekommen.

Immunfarbungen und konventionelle konfokale Lasensikroskopie

Immunfarbungen wurden nach dem im Labor etabliedamdardprotokoll (Khimich et al., 2006) durchdeti
KurzgefaRt wurden dabei Cochleae von C57B6 und NMRUisen im Alter von 10 bis 30 Tagen explantied un
in 2% Formaldehyd fur 10 Minuten bei Raumtemperatier in 99% Methanol bei -20°C fixiert. Folgende
Antikérper wurden verwendet: Maus anti-CtBP2 (1:26kennt auch RIBEYE, BD Bioscience), Kaninchen
anti-GluR2/3 (1:200, Chemicon), Kaninchen antiy;C& (1:75, Alomone Labs). Sekundarantikdrper: Alexa
Fluor 488 and Alexa Fluor 568 (1:200, Molecularitrs). Eine Farbung der Nuclei erfolgte mit Hoe@4§80
(1:2000, Molecular Probes).

Die gefarbten Corti'schen Organe wurden als Gaanéginem Objekttrager in optisches Medium eingebet
und in einem Leica SP5-Mikroskop untersucht. Auswegen wurden an Stapelaufnahmen mit einem
Schichtabstand zwischen 0,05 und 0,3um bzw. areRiopen in z-Achse durchgefuhrt.

4Pi- und Stimulated-emission-depletion-Mikroskopie

Fur Untersuchungen an subzellularen Strukturerr@ieaarzellen wurden neue héchstauflosende
Mikroskopietechniken verwendet. STED-Aufnahmen veur@n einem kommerziellen Leica TCS STED mit
einer xy-Auflésung von etwa 120-150 nm sowie aregirexperimentellen STED-Mikroskop mit einer xy-
Auflésung bis 50 nm durchgefuhrt. Fir diese Aufnahmvurde der Farbstoff Atto647N (1:60, AttoTech)
verwendet. 4Pi-Messungen erfolgten an einem exgatieien Mikroskop mit 2-Photonen-Anregung
(Auflésung in z-Achse bis 90 nm).

Elektronenmikroskopie

Eine detaillierte Beschreibung der elektronenmikopsschen Techniken findet sich in dem online vgbfiren
Zusatzmaterial zu (Meyer et al., 2009).
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Ergebnisse

In einer ersten Serie von Experimenten sollte dég€& beantwortet werden, wie sich die Synapsenrzaht
damit die Innervationsdichte — an verschiedeneattpen Lokalisationen der Cochlea verhalt. Hierzuden
Cochleae von NMRI und C57B6-Mausen (p15-30) prapgriixiert und fur den prasynaptischen Ribbon und
postsynaptische Glutamatrezeptorkanale gefarbt.(Abkeyer et al., 2009). Die Anzahl der synaptisth
Kontakte pro IHC wurde dann anhand der kolokalisiepré- und postsynaptischen immunpositiven Punkte
gezahlt. Anhand des Abstandes zum Apex war einalisakion der entsprechenden Zelle und mittels
publizierten tonotopen Karten (Muller, 1996) eingrdnung zu der entsprechenden charakteristischen
Frequenz moglich. Die daraus resultierende Synaisaeverteilung, gleichbedeutend mit der cochleéare
afferenten Innervationsdichte ist in Abbildung Xg#sstellt. Diese beschreibt einen parabelférmigerauf mit
einem Maximum im Bereich der mittleren FrequenzetrZ4 kHz, etwa 17 Synapsen pro IHC), wahrend an de
Grenzen des fir das Tier hérbaren Spektrums dia@@andichte auf unter 7 abfallt).

Um nun die Innervationsdichte in Relation zur Emgfichkeit des Horens zu setzen haben wir in den
gleichen Tieren ERA-Messungen durchgefuhrt undisdérschwellen bestimmt. Die Ergebnisse findeh sic
ebenfalls in Abbildung 1. Danach decken sich Inagonsdichte und Horschwelle praktisch Uber daamés
hoérbare Spektrum.

Es kann somit festgestellt werden, dass die Intiensdichte sehr genau an die jeweilige
frequenzspezifische Empfindlichkeit angepasstlist selbst wiederum aus den Ubertragungseigenschdéts
gesamten Horapparates, das heif3t v. a. auch deddires resultiert.
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Synapsen pro Innere Haarzelle

Apex Position Basis

Abbildung 1. Synapsendichte und ERA-Horschwelle korrelieren digesamte tonotope Achse. Abgebildet ist diteneit
Anzahl an Synapsen pro innerer Haarzelle in NMR5{@Q, offene rote Kreise) und C57B6 (p30, offene steva
Quadrate) Mausen entlang der gesamten Cochlea. Be&iymbole zeigen die mittlere ERA-HOschwelle imgleichen
Tieren (in dB SPL).

Dieser Befund gibt Anlal3 zu der Frage, ob der Auftdear einzelnen Synapsen selbst tber die tonotope
Achse variiert. Wir fuhrten hierzu elektronenmiktopische Untersuchungen an zwei verschiedenen
Lokalisationen, im apikalen sowie im mittleren Beheder Cochlea durch. Vermessen wurde die GroBe de
Ribbons, die Zahl und Grof3e der angehefteten Viesikeie die Grol3e der postsynaptischen Dichtelléma
untersuchten Parametern fanden wir keinen Hinwgigiae Variabilitat entlang der tonotopen Achsigzig
erscheint die Zahl der nicht unmittelbar an einédsbBn angehefteten Vesikel in den IHC im apikalemeich
hoher zu sein.

Um nun Uber die rein elektronen-morphologischenkviede hinaus eine Aussage der funktionellen
Elemente treffen zu kénnen, fihrten wir Immunflszenzfarbungen fir synaptische Proteine von
verschiedenen Stellen der Synapse durch. Dabéh sigla das Problem, dass die funktionellen Eleméete
Synapsen sich in einer GrélRenordnung nahe der swrftisgrenze konventioneller konfokaler Mikroskopie
bewegen. Es war daher notwendig, die neuen hodtianden mikroskopischen Techniken STED und 4Pi
(Hell, 2009) mit einem Auflésungsvermdgen zwiscb@mund 150 nm zur Abbildung zu verwenden.

Drei synaptische Elemente wurden untersucht: Deb&i als zentrale Struktur der Prasynapse,
prasynaptische Calcium-Kanal-Cluster als weserglicimktionelle Elemente zur Initiierung der
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Transmitterfreisetzung sowie schlieRlich die Glustmezeptor-Cluster als essentielle funktionellenEinder
Postsynapse. Die Aufnahmen im Einzelnen findenisigkbb. 3, Meyer et al., 2009.

Ribbons haben eine langsovale Fluoreszenzsigraden lange Achse bei apikalen Haarzellen im Mittel
379 =62 nm, bei denen in der mittleren CochleaB53 nm betrégt. Die GréRe liegt dabei deutlickrbialb
der Punktspreizfunktion des STED-Mikroskops vonaeis0 nm, so dass die Ribbons mit dieser Methodktex
guantifiziert werden kénnen.

Calciumkanal-Cluster lassen sich ebenfalls mitRIEED-Mikroskopie abbilden. Auch hier findet sicimei
langsovale Struktur mit einer mittleren langen Achien 327 = 95 nm apikal und 320 £ 97 nm mitt-ceéhl
Die hohe STED-Auflésung ermdglicht hier erstmaishtibenachbarte Cluster optisch zu trennen. Die
Verteilung der Cluster liegt oberhalb der Punktigdumktion, reicht jedoch mit den kleinsten Objekuicht an
die Auflésungsgrenze von etwa 150 nm heran.

Den groéften Auflosungsvorteil liefert STED in Althihgen der postsynaptischen AMPA-Rezeptor-Cluster.
Bereits in der konventionellen konfokalen Mikrosiepind diese als ringférmige Strukturen zu erkenieir
fihrten eine 3D-STED-Aufnahme von den Rezeptorelnstiurch, die ein hochauflésendes raumliches Bild
dieser Struktur lieferte (Abbildung 2). Der Ringsstiin apikalen Synapsen 884 + 15 nm sowie in mitt-
cochledren 751 £ 11 nm im Durchmesser. Der Untéddhlt (n = 16 bzw. 19 vermessene Strukturenjssitsth
signifikant.

Insgesamt ergibt sich somit das Bild eines relaitiheitlichen strukturellen Aufbaus der Synapsetaag
der tonotopen Achse der Cochlea. Die gemesseneriBbungen in der GréRe einzelner Strukturen siod, s
denn statistisch signifikant, jedoch in absolutehl#Zn gering.

Abbildung 2: Postsynaptische Glutamatrezeptorcluster haben Ringstruktur und umgeben den prasynaptischen Ribbo
Die Abbildung zeigt die Rekonstruktion eines postgtischen Glutamatrezeptorclusters aus einer 3ip&aufnahme in
STED-Technik. Die Auflésung in allen drei Raumuictgten liegt bei etwa 150 nm.

Zusammenfassung und Diskussion

Die inneren Haarzellen der Cochlea stellen derd@rtUmwandlung von akustischen Schwingungen in
Nervenimpulse dar. Die afferente Synapse am ba&aeder inneren Haarzelle, ist somit von zentraler
Bedeutung fir die Kodierung akustischer Informatifir haben mit morphologischen und physiologischen
Techniken ihre Funktion an verschiedenen Stelldélaen der tonotopen Achse der Cochlea untersuditieD
fanden wir, dass die Zahl der synaptischen Kontalitden nachgeschalteten Neuronen des Spiralgasglio
gerade in dem tonotopen Bereich der Cochlea mavishaler die hdchste Lautstarkeempfindlichkeitaaiét.
Mit hochauflésenden optischen Techniken (STED- 4irdMikroskopie) konnten wir zeigen, dass die
Ausstattung der Synapsen mit prasynaptischen Gakanéalen sowie postsynaptischen Glutamatrezeptoren
entlang der tonotopen Achse kaum variiert.

Die Anwendung von lichtmikroskopischen Verfahrervaiistéandig praparierten und immungefarbten
Corti'schen Organen ermdglichte es uns erstmadsSgihapsenzahl entlang der tonotopen Achse oresléstg
und mit hoher Stichprobengrof3e zu vermessen. Dasislaesultierende Cochleogramm basiert auf Messung
von mehr als 15.000 Synapsen in der Maus und niehi02000 Synapsen in der Wiistenrennmaus und geht
damit in seiner Genauigkeit Uber elektronenmikrgskche Studien (Liberman, 1982; Tsuji and Liberman,
1997; Slepecky et al., 2000; Francis et al., 208@4) hinaus. Die Verlauf der Innervationsdichtegtadlabei dem
Audiogramm aus evozierten Potentialen (Abbildungl$)auch verhaltensexperimentell bestimmten
Audiogrammen (Ehret, 1974). Wir halten dies furegitMechanismus, der in Frequenzbereichen hdchster
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Empfindlichkeit eine hohere dynamische Auflésung Slehallsignale ermdglicht sowie die Zuverlassigkeid
Préazision der Schalliibertragung erhoht.

Mit verschiedenen Techniken haben wir Synapseriragikalen sowie der mitt-cochledren Region
verglichen. Dabei fanden wir weitgehende Ubereimstiing in der Struktur und der Anordnung der
funktionellen Elemente. Ob die beobachteten gerimgeantitativen Unterschiede auch eine funktionelle
Entsprechung finden, bleibt in kiinftigen Untersuudpen zu klaren.
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